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去铁胺对大鼠大脑冲击伤的治疗作用
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　　［摘要］　目的　探讨去铁胺对大鼠大脑冲击伤的治疗作用。方法　 健康成年雄性ＳＤ大鼠３９只，分为假手术组、致
伤组和去铁胺（ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ，ＤＦＯ）治疗组，每组１３只。参照 Ｆｅｅｎｅｙ法致伤，假手术组只开颅，不打击，致伤组和 ＤＦＯ治
疗组开颅后，打击部位和打击量完全一致，致伤后２ｈ分别予以等量生理盐水及去铁胺１００ｍｇ／ｋｇ腹腔注射，间隔１２ｈ给
药，持续２８ｄ，并于１、３、７、１４、２８ｄ检测大鼠血红蛋白、肛温、血糖和死亡率，于处死前进行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验，处死后取大
鼠大脑标本运用多田公式计算大鼠大脑缺损体积，并取致伤灶周围脑组织进行ＮｅｕＮ免疫荧光检测。结果　 各组大鼠同
一时相点血红蛋白、肛温、血糖差异均无统计学差异（Ｐ＞０．０５），致伤灶和 ＤＦＯ治疗组病死率差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。ＤＦＯ治疗组大脑缺损体积（１１５．３５±１３．７０）ｍｍ３较致伤组（２０９．９９±１６．７０）ｍｍ３明显减小（Ｐ＜０．０５）。免疫荧光
检测发现致伤组致伤灶周围难以见到神经元，而ＤＦＯ治疗组则可见到大量神经元。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验发现 ＤＦＯ治疗组
动物平台搜索策略（３．１３±０．３５）和搜索时间（３６．１５±２６．６３）ｓ均较致伤组［分别为（２．１３±０．６４）、（１１０．００±４７．３４）ｓ］显
著改善（Ｐ＜０．０５）。结论　 大鼠大脑冲击伤后早期予以ＤＦＯ治疗，能显著减轻大脑缺损体积和致伤灶周围神经元损伤，
并改善大鼠空间学习记忆能力，提示ＤＦＯ可能是改善颅脑创伤预后的有效药物。
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　　颅脑创伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）致残率和
病死率高，是临床救治的难点、热点，而神经外科医生

关注的焦点就是如何挽救损伤灶周围的“半暗带”

（ｐｅｎｕｍｂｒａ）才有可能挽救 ＴＢＩ患者更多的神经功能，
从而改善患者预后。然而，目前采用药物阻断凋亡、抗

氧化、抗兴奋性氨基酸毒性等治疗都宣告失败［１］，寻

找新的治疗措施非常必要。铁离子累积具有神经毒性

已经在多种神经系统退行性疾病中被发现［２］，是加重

实验性脑出血后脑损伤的重要因素［３－４］。Ｇｕ等［５］发

现大鼠脑出血后予以去铁胺（ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ，ＤＦＯ）能
减轻脑水肿，改善大鼠神经功能。本实验旨在探索早

期给予ＤＦＯ能否减小大鼠大脑冲击伤后大脑缺损体
积以及改善大鼠动物行为学状态。

１　材料与方法

１．１　动物及分组
　　健康成年雄性ＳＤ大鼠（第三军医大学大坪医院野战外科
研究所实验动物中心提供）３９只，体质量 ２１０～３００ｇ。分为
３组：假手术组、致伤组、ＤＦＯ治疗组，每组１３只大鼠。各组时
相点设置为１、３、７、１４、２８ｄ，分别观察各时相点肛温、血红蛋
白、血糖、死亡情况。

１．２　动物模型的制备及实验方法
　　参照Ｆｅｅｎｅｙ等建立致伤模型，１％戊巴比妥钠腹腔注射进行
麻醉，大鼠立体定向仪固定大鼠头部，正中切口开颅，钻孔位于

冠状缝后２ｍｍ和矢状缝右侧２ｍｍ，扩大骨窗至６ｍｍ，充分暴
露脑组织，并保持硬膜完整，立体定向固定打击杆，打击杆质量

３０ｇ，高度１５ｃｍ，直径４．５ｍｍ，垂直脑表面进行打击，制备大鼠
大脑冲击伤模型，打击后予以明胶海绵压迫止血，间断缝合头

皮。致伤组和ＤＦＯ治疗组参照Ｏｋａｕｃｈｉ等［６］方法给药，于模型

制备后２ｈ分别给予生理盐水（致伤组）、ＤＦＯ１００ｍｇ／ｋｇ（用等
量生理盐水溶解稀释，ＤＦＯ治疗组）腹腔注射，间隔１２ｈ给药
１次，直至２８ｄ实验结束。假手术组只开颅，不打击。

１．３　观察指标
１．３．１　肛温测定　　麻醉成功后，各时相点用电子体温计
（Ｏｍｒｏｎ，中国）测定大鼠肛温。
１．３．２　血糖测定　　各时相点抽取大鼠尾静脉血，测定各组
动物血糖。

１．３．３　血红蛋白测定　　各时相点抽取大鼠尾静脉静脉血，
测定各组动物的血常规，主要观察指标为血红蛋白。

１．３．４　死亡情况　　观察各组实验动物死亡例数，比较各组
之间是否存在显著差异。

１．３．５　大体病理学观察　　于２８ｄ实验结束时处死各组动

物，完整保留大脑组织，采用多田公式计算大鼠大脑缺损体积。

１．３．６　神经元免疫荧光染色　　于２８ｄ时取致伤灶周围脑组
织进行石蜡切片，脱蜡，梯度酒精（下行）入水，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
漂洗３次，加封闭血清，再用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗１次，加一抗
（１∶１００，Ｓｉｇｍａ），孵育１ｈ，室温，过夜。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，
加荧光二抗（１∶５０，中杉公司），３７℃，１～１．５ｈ。０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ漂洗３次，甘油封片。对照实验：不加一抗，用正常血清代
替免疫血清，其余步骤同前，结果为阴性。

１．３．７　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　　于模型制备后２３ｄ，将各组动物
进行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验训练，２次／ｄ，于２８ｄ动物处死前，完成
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验，以评估实验动物的空间学习记忆力。该装
置主要由直径１８０ｃｍ、高６０ｃｍ的水池组成，安放的房间要保
持一定的黑暗度，并保持环境不变，平台可以放置在水池的任何

一个假想象限内。具体步骤：水池装水，以淹没平台顶端２．５ｃｍ
为宜，用黑色染料将水染成黑色，以使实验动物不能看到平台

为宜。整个实验过程中，水温保持在（２２±１）℃。由于本实验
动物致伤后伤情重，因此每次训练均将平台放置在Ⅱ象限，开
始位置固定在Ⅰ象限，动物头部面向池壁放入水中。先将实验
动物进行为期５ｄ的训练，２次／ｄ，设置动物寻找平台的时间为
１８０ｓ，如果实验动物在设定的时间内仍不能寻找到平台，就将
其放置在平台上，持续时间为３０ｓ，然后将实验动物取出后放
置在温暖的环境中保温，为评估更为复杂的运动功能缺陷，平

台搜索策略也纳入观察内容。到２８ｄ实验结束，再进行Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫实验，并用电脑视频检测动物运动轨迹，并完成轨迹图

记录，该系统每０．２秒记录目标行进的距离。

１．４　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行χ２检验和
单因素方差分析。

２　结果

２．１　一般情况
２．１．１　血红蛋白、肛温和血糖结果　　血红蛋白、肛温和血糖
结果检测结果见表１，３组相应时相点之间差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。
２．１．２　大鼠死亡情况　　假手术组无死亡动物，致伤组死亡
３只动物，ＤＦＯ治疗组死亡２只动物，ＤＦＯ治疗组与致伤组的
死亡例数差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．２　大脑缺损体积
　　２８ｄ实验结束，致伤组和 ＤＦＯ治疗组可见致伤侧半球缺
损直径较打击杆直径显著增加，致伤组伤侧仅残留少量皮层和

额叶、枕叶脑组织，而ＤＦＯ治疗组大脑缺损体积明显缩小。与
致伤组（２０９．９９±１６．７０）ｍｍ３比较，ＤＦＯ治疗组大脑缺损体积

［（１１５．３５±１３．７０）ｍｍ３］显著减轻（Ｐ＜０．０５）。见图１。

０５３２
第３４卷第２３期
２０１２年１２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２３
Ｄｅｃ．１５　２０１２



表１　各组大鼠不同时相点血红蛋白、肛温和血糖结果比较

血红蛋白 （ｇ／Ｌ） 肛温 （℃） 血糖 （ｍｍｏｌ／Ｌ）
时相点

假手术组 致伤组 ＤＦＯ治疗组 假手术组 致伤组 ＤＦＯ治疗组 假手术组 致伤组 ＤＦＯ治疗组

１ｄ １４７．０±３．８ １４４．７±１．９ １４３．３±２．４ ３７．４±０．３ ３７．７±０．１ ３７．６±０．２ ６．５±０．３ ６．２±０．０ ６．２±０．１

３ｄ １４７．０±５．５ １４７．０±１．２ １４７．７±４．４ ３７．２±０．２ ３７．３±０．６ ３７．５±０．２ ６．８±０．３ ６．３±０．２ ６．４±０．３

７ｄ １４７．７±１．３ １５２．７±３．０ １４８．０±４．４ ３７．７±０．２ ３７．５±０．２ ３７．５±０．２ ６．０±０．２ ６．５±０．２ ６．０±０．３

１４ｄ １６０．７±３．２ １４７．３±１．９ １４０．０±２．１ ３７．７±０．２ ３７．９±０．２ ３７．５±０．３ ６．７±０．１ ６．４±０．２ ７．１±０．３

２８ｄ １４６．７±２．９ １４７．７±０．７ １５２．７±２．３ ３７．８±０．２ ３７．８±０．２ ３７．７±０．１ ６．４±０．５ ５．９±０．１ ６．２±０．４

从左到右依次为假手术组、致伤组和ＤＦＯ治疗组

图１　各组大鼠大脑冲击伤后大脑大体标本

２．３　神经元免疫荧光染色
　　２８ｄ实验结束，取致伤灶周围脑组织进行免疫荧光。发现
假手术组ＮｅｕＮ染色阳性细胞呈椭圆形或类圆形，分布均匀，形
态规则；而致伤组致伤灶周围难以见到 ＮｅｕＮ染色阳性细胞；
ＤＦＯ治疗组可见致伤灶周围大量 ＮｅｕＮ染色阳性细胞，分布欠
均匀，形态不规则。见图２。
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Ａ：假手术组；Ｂ：致伤组；Ｃ：ＤＦＯ治疗组　　↑：ＮｅｕＮ染色阳性细胞

图２　各组大鼠致伤灶周围脑组织ＮｅｕＮ免疫荧光染色观察　

２．４　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验
　　完成５ｄ的训练后，进行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验。假手术组动
物能迅速搜索到平台，需时（１８．７７±５．９９）ｓ，搜索策略基本为
直线式或趋向式（３．６３±０．５２）；而致伤组动物搜索到平台的时
间为（１１０．００±４７．３４）ｓ，搜索策略基本为边缘式或随机式
（２１３±０．６４）；ＤＦＯ治疗组动物搜索到平台的时间为（３６．１５±
２６１３）ｓ，搜索策略基本为趋向式（３．１３±０．３５）。与假手术组
比较，致伤组无论是平台搜索时间还是搜索策略均有显著统计

学差异（Ｐ＜０．０１），ＤＦＯ治疗组则均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
而与致伤组比较，ＤＦＯ治疗组二者差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。见图３。
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Ａ：假手术组；Ｂ：致伤组；Ｃ：ＤＦＯ治疗组

图３　各组大鼠大脑冲击伤后２８ｄＭｏｒｒｉｓ水迷宫实验结果

３　讨论

　　铁离子是血红蛋白的重要组成部分，也是血红蛋
白主要降解产物之一，既往认为铁离子对人体只有益

处。大量研究报道脑铁过量具有神经毒性作用，参与

脑出血后神经损害［３－７］、神经退行性疾病［２］、慢性脑积

水［８－９］等病理过程。在实验性脑出血的研究［３］中，血

红蛋白分解产物铁离子对脑水肿的形成起关键的作

用，即使单纯注射铁离子模拟脑出血，也可造成类似脑

出血后神经功能损害，并进一步采用ＤＦＯ进行干预治
疗，可以减轻脑水肿［５］和神经细胞死亡［１０］，能减少脑脊

液游离铁离子含量，能改善脑出血大鼠神经功能。本课

题组采用脑室注血和注射ＦｅＣｌ３
［８－９］，均成功制备慢性

脑积水模型，采用ＤＦＯ治疗，则可以降低发生率。
　　铁离子螯合剂ＤＦＯ是一种金属络合物，相对分子
质量６５７，临床上用于治疗输血依赖的贫血症所致的
慢性铁离子超载和急性铁离子中毒的药物，对铁离子

有高度特异性亲和力，能快速与 Ｆｅ３＋形成无活性或活
性很弱的复合物排出体外，避免 Ｆｅ３＋继续发生化学反
应。ＤＦＯ能快速透过血脑屏障，在脑组织局部高浓度
聚集［１１］。ＤＦＯ不是结合转铁蛋白中的铁离子，而是结
合铁蛋白和含铁血黄素中的铁离子，这些铁离子还未

发生下一步化学反应就与 ＤＦＯ结合，这可能是 ＤＦＯ
用于治疗实验性脑出血有效的原因［３－７］。同时，ＤＦＯ
还能降低血红蛋白诱导的 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶抑制作
用［１２］，还能清除自由基［１３］，能诱导脑组织缺血耐

受［１４］。这些可能都是降低实验性脑出血的神经毒性

作用的机制。

　　ＴＢＩ同样存在血红蛋白分解产生铁离子的病理过
程。因此，我们认为 ＴＢＩ后存在铁离子造成的脑组织
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的继发损伤过程，实验结果证实了这种想法。首先，本

实验评估了ＴＢＩ后大脑缺损体积。大体标本可见假手
术组仅开颅部位顶叶皮层少量损伤存在，缺损体积可

以忽略不计；致伤组致伤侧半球仅残留少量额叶和枕

叶皮层，伤侧大部分脑组织缺失；而 ＤＦＯ治疗组致伤
侧半球残留脑组织较致伤组明显增加。与致伤组比

较，ＤＦＯ治疗组无统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示模型制
备后２ｈ予以ＤＦＯ治疗（１００ｍｇ／ｋｇ）对脑组织具有保
护作用，这可能跟 ＤＦＯ能结合 Ｆｅ３＋，避免进一步发生
Ｆｅｎｔｏｎ反应造成继发性脑损伤，使“半暗带”脑组织存活
下来，增加致伤灶周围残留脑组织，从而起到神经保护

的作用。其次，本实验进行了３组致伤灶周围脑组织
ＮｅｕＮ免疫荧光，ＮｅｕＮ是神经元的特异性标记物，分布
在神经元胞体内，常用来标记神经元。结果发现假手术

组ＮｅｕＮ标记阳性的神经元胞体呈椭圆形或类圆形，致
伤组致伤灶周围难以见到神经元，ＤＦＯ治疗组ＮｅｕＮ标
记阳性的大量神经元胞体形态不规则，提示 ＤＦＯ治疗
ＴＢＩ可以明显保护致伤灶周围神经元。最后，本实验采
用了Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验评估ＴＢＩ后动物空间学习记忆
能力。实验２８ｄ，致伤组无论是平台搜索时间还是平台
搜索策略均较假手术组有显著统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
有趣的是，ＤＦＯ治疗组无论是平台搜索时间还是平台
搜索策略均较致伤组有显著改善（Ｐ＜０．０５），而与假
手术组比较无统计学差异（Ｐ＞００５）。提示早期采用
ＤＦＯ治疗实验性ＴＢＩ可以取得很好的疗效，能够显著
改善实验动物的空间学习记忆能力。

　　本实验从以下４方面保证了本实验存在可比性：
①性别：目前已经在脑出血、脑缺血和颅脑创伤的动物
实验中得到证实，雌激素对脑损伤具有保护作用。本

实验均选择健康成年雄性 ＳＤ大鼠，排除雌激素对脑
损伤的保护作用。②血糖：血糖对 ＴＢＩ和脑卒中均有
影响。本实验３组动物之间比较，未发现实验动物血
糖浓度存在显著差异（Ｐ＞０．０５），本实验发现致伤早
期（１、３ｄ）存在血糖较其他时相点明显下降（Ｐ＜
００５），可能因为大鼠致伤早期颅内情况重、进食差等
所致，未见到实验动物出现应激性血糖升高，排除血糖

对ＴＢＩ的影响。③体温：体温对脑损伤的影响巨大，低
温有脑保护作用，发热会加重继发脑损伤，严重影响预

后。实验过程中室温控制在（２２±１）℃，本实验３组
动物肛温检测无显著差异（Ｐ＞０．０５），排除了体温对
ＴＢＩ的影响。④血红蛋白：血红蛋白可以影响到大脑
供氧，造成ＴＢＩ继发脑损害，本实验动态观察血红蛋
白，未发现注射 ＤＦＯ后对大鼠血红蛋白含量有影响，
３组之间无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。有研究发现 ＤＦＯ
在治疗急性铁离子中毒和地中海贫血造成的慢性铁离

子超载过程中，不会影响正常铁离子代谢，那么在治疗

ＴＢＩ过程中是否会影响机体正常铁离子代谢和动物死

亡率呢？本实验参照文献［６］剂量给药，并用药至模
型制备后２８ｄ，检测不同时相点的血红蛋白水平，各组
均无显著差异，显示ＤＦＯ在ＴＢＩ治疗过程中对机体正
常铁离子代谢无显著影响。致伤组死亡 ３只动物，
ＤＦＯ治疗组死亡２只动物，两组差异无统计学意义，
显示ＤＦＯ治疗不会影响到 ＴＢＩ动物的死亡率。提示
ＤＦＯ早期治疗实验性ＴＢＩ是一种安全的药物。
　　综上所述，模型制备后２ｈ，予以ＤＦＯ治疗不但对
大鼠大脑ＴＢＩ后脑组织具有保护作用，而且能改善大鼠
大脑ＴＢＩ后的神经功能状态。因此，我们有理由认为铁
离子螯合剂 ＤＦＯ可能是一种早期治疗 ＴＢＩ的有效药
物，但其作用机制和量效关系等还有待进一步研究。
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